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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

E! aguamiel es un jugo que se extrae del agave pulquero (Agave atrovirens), en
esta planta la inulina es el polisacdrido de reserva, por [o tanto de forma natural el
aguamiel presenta derivados de ésta, a los cuales se les conoce con el nombre de
fructooligosacdridos (FOS). Estos oligosacaridos estdn formados por cadenas de 2
a 10 unidades de fructosa, o bien pueden presentar una unidad terminal de
glucosa. Se ha encontrado que estos compuestos tienen potencial prebidtico, esto
quiere decir, que estimulan el crecimiento selectivo de bacterias probiGticas en el
colon del consumidor. Esta selectividad es importante para la salud debido a que el
colon es la parte del intestino donde se tiene la mayor actividad tanto fisioldgica
como endocrinoiégica.

Debe aclararse que este potencial prebidtico no es exclusivo de los
fructooligosacaridos, ya que este efecto se les atribuye a la mayoria de los
oligosacdridos no digeribles (OND), pero en varias investigaciones se ha
comprobado que los FOS presentan mayor efectividad con respecto a los otros
oligosacaridos que se comercializan en el mercado internacional.

En el presente trabajo el principal objetivo fue caracterizar los FOS (grados de
polimerizacion y concentracion) presentes en diferentes muestras de aguamiel de
distintas zonas productoras del pais (Milpa Alta, D. F.; Coatepec, Estado de

México).
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2. RESUMEN

El aguamiel es un jugo que se extrae principalmente del agave manso (Agave
atrovirens Karw). En éstas plantas el principal polisacdrido de reserva es la inulina,
el cual es una cadena lineal de hasta S9 unidades de fructosa y una unidad
terminal de glucosa. Por tal motivo al hidrolizarse la inulina por la accién de
enzimas nativas y de algunos otros microorganismos (levaduras principalmente);
se pueden encontrar diversos tipas de fructooligosacaridos (FOS) en el aguamiel, y
por esta misma accidn enzimdtica se pueden identificar cadenas que estan
compuestas uGnicamente de fructosa (FOS?) o bien que contienen la unidad
terminal de glucosa (FOS).

Para ser considerados fructooligosacaridos deben ser cadenas con un grado de
polimerizacion de 2 a 10 unidades.

El andlisis de los aguamieles se llevé a cabo usando la cromatografia de
liquidos de alta eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés); para la determinacién de
estos componentes fue necesario:

1. Seleccionar el método adecuado para eliminar la proteina presente en la

muestra.

2. Determinar los tiempos de retencibn (TR) para algunos patrones
comerciales.

3. Elaborar curvas de referencia de concentracién en funcién del area obtenida
en la sefial que proporcionan cada uno de los patrones comerciales.

4. Como en el mercado actual no existe un patrén para cada uno de los FOS,
fue necesario establecer una técnica que nos permita obtener estos
patrones.

5. Una vez que se obtuvieron experimentalmente los tiempos de retencién
para algunos fructooligosacaridos, se calculé el resto de los TR para toda la
gama posible de FOS y FOS’.

6. Se establecid una metodoiogia para calcular las concentraciones de todos
los componentes de los aguamieles.

Al tener todas estas herramientas se pudieron analizar los cromatogramas de
los aguamieles y se encontré6 que el componente mayoritario en todos los
aguamieles es la sacarosa, seguido de la glucosa y fructosa. En cuanto al
contenido de fructooligosacaridos se observé que los mas comunes son los de 10,
7, 5 5, 4, 3, 3y 2, este Gltimo corresponde al disacérido fructosa-fructosa;
siendo los FOS de 9, 8, 6, 6’ y 4 los que se encuentran en un menor numero de
muestras. Estos resultados nos hacen ver que la variedad de FOS que se puede
encontrar depende de la procedencia de la muestra.

Las muestras presentaron un rango de 2 a 10 g/L de FOS totaies, siendo 6 g/L
el valor mas coman, aunque se encontré una muestra sobresaliente, que presentd
un contenido total de FOS de 21 g/L.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar los aguamieles a fin de determinar el grado de polimerizacién y

concentracién de los oligofructanos que de forma natural se encuentran en éstos.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES
3.2.1. Seleccionar una técnica para desproteinizar los aguamieles sin afectar

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

la composicion en funcién de los azicares presentes.

Establecer la metodologia a seguir para lograr una separacién
apropiada en HPLC de los patrones comerciales de oligofructanos y

azucares empleados.

Determinar la técnica a seguir para lograr contar con los patrones
necesarios para cuantificar los FOS presentes en las muestras de

aguamiel.

Determinar la relacidn grado de polimerizacién-tiempo de retencion
que existe.

Determinar si las muestras de aguamiel representan una fuente de
prebidticos.
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4. ANTECEDENTES

4.1. AGAVES Y AGUAMIEL

Entre las plantas de uso integral que se cultivan en México desde la época
prehispénica, se encuentra el maguey o agave, metl en nahuatl. Existen diferentes
variedades de agaves que producen aguamiel, entre ellas destaca el maguey
manso, que es el que mas abunda en nuestro pais, cuyo nombre cientifico es
Agave atrovirens Karw (ver clasificacién botdnica en tabla 4.1.). El aguamiel es un
jugo que se extrae del centro de la planta, que también es Hamado meyolote, y
desde antes de la colonia servia para elaborar miel, vinagre y bebidas fermentadas
como el pulque.

Tabla 4.1. Clasificacion botanica del
_Agave atrovirens Karw

Reino: Vegetal
Subreino: fanerégamas
Tipo: angiospermas
Clase: monocotiledoneas
Familia: amariliddceas
Genero: Agave
Especie: atrovirens

Para que una que una planta sea productora de aguamiel, requiere de 10 a 12
afios de crecimiento. Con gran sentido de observacion los campesinos reconocen el
momento previo al surgimiento de la flor, la sefial mas clara de esto es cuando el
cogol/o (hojas de la planta central de l1a planta) se adelgaza, a la vez que sus hojas
exteriores pierden las espinas de sus bordes en su parte inferior y forman una
linea continua llamada “hilo”, las pencas exteriores se ven mas cercanas al centro
de la planta y sus extremos se doblan ligeramente hacia esté; simuitaneamente las
puas terminales se hacen mdas agudas y toman una coloracién mas obscura,
especialmente en la punta del cogo/fo. L.a castracion se lleva a cabo cortando el
tallo floral, de ahi que se forma una cavidad en el meyolote. Si el maguey es
castrado al presentar estas caracteristicas se dice que se castré “'al hilo”, cuando {a
castracion se lleva a cabo antes, se dice que se capo “gordo”.

Una vez que se castré al maguey, es necesario dejar afiejarlo, con el propdsito
de que el tallo de la planta (0 mezontete) alcancen su maximo desarrollo, y el
aguamiel presente un maximo contenido de azicares. Este afiejamiento puede ser
de 6 @ 12 meses, dependiendo de las caracteristicas del agave, el suelo, el clima y
de si fue castrado a tiempo o prematuramente.

Cuando ha pasado el tiempo de maduracion se puede empezar la “raspa”, que
consiste en raspar las paredes del meyolote (con lo cual se va ensanchando), para
que asi se libere la supuracién de la planta, que es el aguamiel. El aguamie! se
acumuila en la parte baja de la cavidad, se extrae dos veces al dia y en ese

6
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momento llegan a producirse hasta seis litros al dia. El periodo que permanece en
produccién es de 3 a 6 meses. La extraccién tradicional se realiza succionando el
jugo con un guaje largo llamado acocote, que funciona como una pipeta (Barros y
Buenrostro, 1997a y 1997b; Martinez del Campo, 1999).

Las cualidades nutritivas del aguamiel son ampliamente reconocidas pues
provee vitaminas C, D, E y derivados del complejo B, y de carbohidratos (Barros y
Buenrostro, 1997a).

Existen pocos estudios sobre la composicién exacta del aguamiel, quizd el mas
antiguo es el de Sanchez y Hope (1953), donde reporta que este jugo contiene un
polisaciarido de fructosa Illamado inulina, y otros azucares fermentables,
predominando la fructosa. Mas recientemente Martinez delt Campo (1999) encontré
que el aguamiel contiene de forma natural fructosa, glucosa y sacarosa libres, asi
como cadenas de fructosa con diferente grado de polimerizacién y en algunos
casos hasta inulina, lo cua! es razonable ya que es sabido que los agaves
contienen este polisacadrido en distintas partes de la planta (Srinivasan y Bhatia,

1953).

4.2. PREBIOTICOS
En los altimos afios la finalidad de la alimentacién esta cambiando. Antes se

consideraba que solo era esencial alimentarse para la sobrevivencia y la
satisfaccién del hambre, buscando en los alimentos la ausencia de efectos
adversos en el organismo y el mantenimiento de la salud. Hoy en dia se ha
ampiliado el concepto relaciondndolo con la promocién de la salud y el bienestar asi
como también con la reduccién del riesgo de enfermedades crdnicas, relacionadas
con la alimentacién (enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cancer, la
obesidad, etc.).

Esta nueva filosofia de vida es especialmente importante en la sociedad actual en
la cual las principales caracteristicas a destacar son las siguientes:

&< EI continuo aumento en la esperanza de vida.

&* El incremento en el costo del cuidado de la salud.

6* ElI perfeccionamiento constante de [a tecnologia de Ia industria
agroalimentaria.

&< La bisqueda de una mejora en la calidad de vida.

Por esta razén, cada dia tienen mdas importancia los denominados nutracedticos
¢ alimentos funcionales, los cuales pueden definirse como una nueva gama de
alimentos naturales o procesados que, incluidos en las dietas del ser humano,
favorecen el bienestar fisico y mental de las personas (Rivero, 2000).

Dentro de los alimentos funcionales relacionados con la mejora de la respuesta
de Ia funcidn inmune, destacan los ingredientes prebidticos y probidticos.

La denominacién de alimentos funcionales es algo que se dio en los altimos
afios, pero el estudio del beneficio que aportaba el consumo de ciertos alimentos
se empezd a dar con Elie Metchnikoff en 1907, él realizé lo que se puede

7
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considerar como el primer estudio sobre la relacién entre la flora intestinal y la
salud humana, proponiendo en su “Teoria de la longevidad sin envejecimiento”, la
hipdtesis de que la longevidad que presentaban algunos campesinos bulgaros y de
otras zonas mediterrdneas de Europa del Este, era consecuencia del consumo
regular de yogurt como parte de su dieta diaria. Con esto se puede afirmar que
con Metchnikoff se da la primera idea de probidtico, pero el término es usado por
primera vez en 1964 por Lilly y Stillwell para describir a sustancias producidas por
un microorganismo que estimula el crecimiento de otro, esto es, una funcidn
opuesta a los antibidticos. La palabra fue aplicada posteriormente para referirse a
extractos de tejidos que estimulaban el crecimiento bacteriano (Sperti, 1971) sin
embargo, Parker (1974) fue el primero en usar el término probidtico de acuerdo al
sentido que hoy conocemos, es decir organismos y sustancias que contribuyen al
balance microbiano en el intestino (Escalante, 2001; Schrezenmeir y de Vrese,
2001, Gibson y Fuller, 2000, Fooks y col., 1999).

En 1989 Fuller redefine el concepto de probidtico como wn suplemento de
organismos vivos /os cuales benefician al huesped animal mejorando su balance
microbiano intestinal. Esta definicion enfatiza el requerimiento de viabilidad para
los probidticos e introduce el aspecto benéfico para el huésped animal. En 1992
Havenaar y col. aclaran el término respecto al huésped y el habitat de la
microfiora, menciondndolo como un mono cultivo © cultivo mixto viable de
microorganismos, los cuales aplicados a un animal o al hombre afectan
benéficamente al huésped por el mejoramiento de ias propiedades de la microfiora
enddgena (Escalante, 2001; Schrezenmeir y de Vrese, 2001, Brady y col., 2000;
Fuller, 1989)

Al analizar estas lltimas definiciones se puede ver que han quedado fuera de
ellas las “sustancias” que ayudan al balance microbiano, por tal razon, habia que
englobar a éstas en otra palabra, esto lo hacen Gibson y Roberfroid (1995) al
introducir el término de prebidticos para definir a los “ingredientes alimenticios no
digeribles que afectan benéficamente al huésped por la estimulacién selectiva det
crecimiento y/o actividad de una o un grupo limitado de bacterias en el coion,
mejorando asi la salud del huésped” (Schrezenmeir y de Vrese, 2001; Brady y col.,
2000; Fuller, 1989).

Esto es de suma importancia para la salud ya que es el colon la parte del
intestino grueso donde se tiene la mayor actividad tanto fisioldgica como
endocrinoldgica (Fooks y col., 1999).

En la actualidad los principales prebiéticos son oligosacaridos, industrialmente
12 diferentes tipos son los de mayor importancia, cabe destacar que la mayoria de
ellos no son digeribles por las enzimas del ser humano, por lo que no son
absorbidos en el intestino delgado y llegan integros hasta el colon, donde
estimuian el crecimiento de la flora intestinal deseable. Se hace una descripcion de
estos oligosacaridos a continuacién (Crittenden y Playne, 1996; Gibson y Fuller,
2000).
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4.2.1. Tipos de oligosacaridos
Los oligosacdridos son componentes naturales de muchos alimentos, como

frutas, vegetales, leche y miel. Para ser considerados oligosacaridos la
International Union of Pure and Applied Chemistry y la International Union of
Biochemistry consideran que debe ser una cadena de azdcares con grado de
polimerizacién de 2 a 10 unidades (Van Loo y col., 1999). Principalmente en Japén
y algunos paises de Europa estos compuestos adquirieron durante la década de los
noventas del siglo pasado una gran popularidad debido a sus propiedades
funcionales en la industria de alimentos y por ser reconocidos como prebidticos.
Por tal motivo hoy en dia se producen industriaimente 12 clases de oligosacdridos
(Crittenden y Playne, 1996; Yun J. W., 1996). A continuacién se enlistan 11 de
ellos, con una breve descripcién de la forma en que son sintetizados. Se deja para
la siguiente seccién la descripcién de los fructooligosacaridos para profundizar un
poco mas en estos oligosacédridos que fueron el objeto de estudio en este trabajo.

GALACTOOLIGOSACARIDOS
a-D-Glu-(1-4)-{[3-D-Gal-(1-6)-1. donden = 2-5
Transgatactosilacién
por B-galactosidasa
{lactasa)
LACTOSA

3-D-Gal-(1-4)-c-D-Glu

+ Sacarosa i -
Transfructosilacién por

Isomerizacion alcalina,
PB- fructofuranosidasa

LACTULOSA LACTOSACAROSA
B-D-Gal-(1-4)-B-D-Fru B-D-Gal-(1-4)-c-D-Glu-( 1-2)-B-D-Fru

Fig. 4.1. Oligosacaridos manufacturados a partir de lactosa (Gal = galactosa; Glu = glucosa;
Fru = fructosa)

1. Galactooligosacaridos
El establecimiento de la microflora intestinal en un nifio que es amamantado es
atribuido a la presencia de galactosa contenida en los galactooligosacaridos
presentes en la leche humana. Por tal motivo la inclusién de estos oligosacdridos
ha atraido considerablemente el interés comercial. Son producidos comercialmente
a partir de la lactosa (Fig. 4.1.) usando la actividad de galactosiltransferasa de la

9
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{3-galactosidasa (EC 3.2.1.23). La produccién de galactooligosacaridos se garantiza
al haber un exceso de lactosa en el medio de reaccién.

2. Lactulosa
Aunque en este caso es un disacdrido, se le considera prebidtico porque es un
azdcar que no es digerible por los humanos. Al igual que los GOS son producidos a
partir de la lactosa (Fig. 4.1.), esto se hace por medio de una isomerizacion
alcalina, para asi convertir la glucosa en fructosa. Actualmente es usada
predominantemente en la industria farmacéutica para el control de constipacién y
encefalopatia portosistémica.

3. Lactosacarosa
Este es el tercer oligosacérido bifidogénico que se produce a partir de la lactosa
(Fig. 4.1. y 4.2.). Este trisacarido se sintetiza uniendo un residuo de fructosa a la
glucosa de la lactosa en posicion B(2-1). Se manufactura a partir de una mezcla de
lactosa y sacarosa, aprovechando la actividad de transfructosilacién de la enzima
[3-fructofuranosidasa (EC 3.2.1.26).

GLICOSIL SACAROSA OLIGOSACARIDOS DE PALATINOSA
a-D-Glu( 1-4)--D-Glu-{ 1-2)-B-D-Fru [a-D-Glu-(1-6)}-D-Frul. donden = 2-4

MALTOSA + 1 Sintesis de palatinosa
Transglucosilacién usando con palatinosa sintetasa
i 2 Condensacién

intermolecular

SACAROSA
cx-DGlu-(1-2)-B-D-Fru

+ LACTOSA
Transfructosilacion con
P-fructofuranosidasa

LACTOSACAROSA
B-D-Gal-(1-4)-cc-D-Glu-(1-2)-B-D-Fru

Fig. 4.2. Oligosacaridos manufacturados a partir de sacarosa (Gal = galactosa; Glu = glucosa;
Fru = fructosa)

4. Oligosacaridos de palatinosa (isomalitulosa)
Estos oligosacdridos de palatinosa (como se llama cominmente a la isomaitulosa)
son producidos a partir de la sacarosa, para esto se emplea a 1@ enzima
isomaltulosa sintetasa (EC 5.4.99.11) (Fig. 4.2.). Tiene accién prebidtica siempre y
cuando se le deshidrate intermolecularmente.




ANTECEDENTES

5. Glicosil sacarosa
Este trisacarido es sintetizado enzimaticamente (Fig. 4.2.) por la ciclomaitodextrina
glucanotransferasa (EC 2.4.1.19) a partir de sacarosa y maltosa. Este azlcar es
susceptible de hidrélisis por las enzimas intestinales, asi que su respuesta

bifidogénica por el consumo de ésta es poco probable.

MALTOOLIGOSACARIDOS 1SOMALTOOLIGOSACARIDOS
[x-D-Glu(1-4)-]. donde n = 2.7 [a-D-Glu(1-6)-]~ donde n = 2-5
1. Desramificacién por 1. Conversién a maltosa por
pulunanasa a-amilasa + [3-amilasa
2. Hidrdlisis controlada con - 2. Transglucosilacion con ot~
amilasa glucosidasa
ALMIDON

{amilosa + amilopectina}

1. Digestio - . . <at
Digestian con pululanasa y o 1. Hidrélisis enzimdtica o acida

2. Tr lucosilacién con 2. Transglucosilacion enzimatica
glucanotransferasa

CICLODEXTRINAS GENTIOOLIGOSACARIDOS
{a-D-Glu{1-4)-] ciclica, donde n = 6-12 [B-D-Glu{1-6)-]» donden = 2-5

Fig. 4.3. Oligosacaridos manufacturados a partir de almiddn (Glu = glucosa).
Isomaitooligosacaridos pueden contener algunos enlaces a(1-4)

6. Maltooligosacaridos

Estos oligosacaridos estdn formados por residuos de glucosa unidos en o(1-4).
Industrialmente se sintetizan usando las enzimas pululanasa (EC 3.2.1.41) e
isoamilasa (EC 3.2.1.68) y el almidén como sustrato (Fig. 4.3.) obteniéndose
oligosacaridos con un grado de polimerizacién de 2 a 7. Dado que son hidrolizados
y absorbidos en el intestino delgado, no se reconoce que estos oligosacaridos
incrementen el namero de bifidobacterias en el colon, pero se ha demostrado en
algunas investigaciones que el consumo de mailtooligosaciridos con grado de
polimerizacidn de 4 reduce el niimero de enterobacterias en el colon.

7. Isomaitooligosacaridos
Estos oligosacaridos si estimulan el crecimiento de las bifidobacterias. Estan

constituidos por 2 a 5 a-D-glucosas unidas por enlaces glicosidicos a(1-4). Se
sintetizan en 2 etapas (Fig. 4.3.), en Ia primera el almidén sirve de sustrato para la
«-amilasa (EC 3.2.1.1). En la segunda actian las enzimas f3-amilasa (EC 3.2.1.2) y

11




CANTLCLDENTES

a-glucosidasa (EC 3.2.1.20, que tiene actividad de transglucosidasa) las cuales
producen maltosa y los isomaitooligosacdridos respectivamente.

8. Ciclodextrinas
Son maltooligosacaridos ciclicos, que presentan uniones «(1-4), constituidos por 6-
12 unidades de glucosa. Son sintetizados por la digestién con la ciclomaltodextrina
glucanotransferasa (Fig. 4.3.) del almidén. Generalmente se le considera como

bifidogénico.

9. Gentiooligosacaridos
Los gentiooligosacaridos estan constituidos por algunos residuos de glucosa unidos
por enlaces 3(1-6). Son producidos por transglucosilacién enzimdtica de un jarabe
de glucosa (Fig. 4.3.). Estos oligosacidridos estimulan el crecimiento de

bifidobacterias y lactobacilos.

10. Oligosacaridos de soya
Al contrario de los casos anteriores, estos no se sintetizan enzimaticamente, si no

que se extraen directamente de la soya y se concentran en jarabes que contienen
una mezcla de rafinosa, estaquiosa, sacarosa, glucosa y fructosa. Rafinesa y
estaquiosa son indigeribles por el intestino delgado, por lo que llegan al colon
intactos y ahi tienen actividad prebidtica.

XILANO XILOOLIGOSACARIDOS
[$3-Xil-(1-4)-]~ donde n > 10 | Hidrdlisis controlada usando [B-Xil-( 1-4)-], donde n = 2-9
endo-1,4-B-xitanasa

Fig. 4.4. Oligosacéaridos manufacturados a partir de xilano (Xil = xilosa).

11.Xilooligosacaridos
Son producidos por la accién controlada de la enzima endo-1,4-f3-xilanasa (EC
3.2.1.8) sobre el polisacdrido xilano (que es extraido principalmente de las
mazorcas de maiz). Este producto se emplea primordialmente en bebidas con

potencial prebidtico.

4.2.2. voliumenes de produccién de oligosacaridos
En la tabla 4.2. se muestran que empresas y en que volumen producen los 12
oligosacdridos mencionados anteriormente, es de destacar que los datos mas
recientes que se pueden encontrar en {a literatura datan de 1995. Se puede
observar que, como se seiiald con anterioridad, los principales productores son
empresas de paises Europeos y Japén. En el caso de la lactulosa, algunas
empresas no la venden con algin nombre comercial.




Tabla 4.2. Produccion de oli
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[_.___Yakult Honsha Qapon) |
Nissin Sugar Manufacturing
... Company (Japon)
Snow Brand Milk Products

Cup-Oligo

Galactooligosacaridos 15 000
(apon) P7L y otros
Borculo Whey Products _
(Holanda) _____ TOSSyrup
Morinaga Milk Industry Co
Jap6n) . T
___Solvay (Alemania) _ _
Lactulosa 20 000 \___ Milei GMBH _(Alemania)
| _Canlac Corporation (Canada) _
. laevosun (Australia) = .
Inaico (Mtalia) _____ ! _ La
Ensuiko Sugar Refining Co. 1 "
Lactosacarosa 1 600 Qapsn) __|_ Nyuka-Oligo
Hayashibara Shoji Inc. (Japén) | Newka-Oligo _ ;
Meiji_Seika_Kaisha (Japon) ; Meioligo___ :
[Baghin-Meiji Industries (Fra " Actilight
| _Golden Technologies (E.U.A.) | _ Nutrafiora _ !
P Cheil Foods and Chemicals | . )
Fructooligosacdridos 12 000 . (Coreay | _,,?Eﬁ’ﬂg_a: B A
s ! Raftilose y |
| Orafti(Bélgica) ! _Raftiline |
Cosucra _(Bélgica) i Fibruline
Oligosacaridos de ! 1CP/O !
palatinosa 5 000 Mitsui Sugar Co, (Japon) ! 108 t
(isomaltulosa) R '
Glicosil-sacarosa 4 000 Hayashibara Shoji Inc. (Japon) | _Coupling Sugar_;
4 __Nihon Shokuhin Kako (Japdn) Fuji-Oligo
Maitooligosacaridos 10 000 Hayashibara Sho s
___._Showa Sangyo (J2 _
Isomaltooligosacsridos | 11 0o (-Hayashibara ShojiInc. Japén) | ___ Panorup |
Nihon Shokuhin Kako (Japdn)
o _Nihon Shokuhin Kako_(Japén).
. Ensuiko Sugar Refining Co.
Ciclodextrinas 4 000 L “(apon)
Ashi Kasei Kagyo Co. (Japon) | _
|__Gentiooligosacaridos 400 Nihon Shokuhin_Kako (Japon)_; _ _Gentose
— — is Food f —
Oligosacéridos de soya 2 000 The Calpis Qa pér;)ndustry Co. | Soya-Otigo
_ Xilooligosacaridos 300 __Suntory Ltd (Japén) ___[__ Silo-Oligo |
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4.2.3. Desarrollio tecnolégico en probidticos y prebidticos

En la actualidad se busca que la estabilidad y viabilidad de las cepas probidticas
que contienen algunos alimentos sea mayor. Por tal motivo se ha estudiado la
posibilidad de microencapsular las cepas de bifidobacterias en mezclas de alginato-
almidon parcialmente hidrolizado. En este caso e! almidén funciona como
prebidtico sirviendo de ajimento a la bacteria encapsulada. Esto se ha probado
principalmente en yogurt y se encontré que por este método las bacterias tienen
una mayor resistencia al frio (al agregar glicerol durante el encapsulamiento) y una
mayor supervivencia ya que llevan mas lentamente la produccion de acidos en
comparacién con las células libres. Sin embargo no se encontré evidencia de que
este método ayudara al aumento de la flora intestinal (Suitana y col., 2000).

Recientemente se han realizado trabajos de encapsulacion usando solo
almiddn, ya sea en su forma natural o algunos tratados fisica o enzimaticamente.
La forma mas eficiente que se ha encontrado para lograr que un mayor numero de
microorganismos colonicen el tracto gastrointestinal, es formando microgranulos
de almiddn (didmetros de 50-100 um) a los cuales se les trata enzimaticamente
para obtener una estructura porosa, en la cual se puede fijar con mayor facilidad
ios microorganismos probidticos. Pero a su vez la viabilidad de los probitticos en la
matriz del alimento depende de factores como la temperatura de almacenamiento,
et pH, los niveles de oxigeno y ia presencia de microorganismos competidores o
inhibidores. Por ultimo cabe sefialar que uno de los puntos mas importantes que se
debe cuidar en este tipo de investigaciones es que la incorporacion de estos
microgranulos no confieran sabores indeseables en el producto (Mattila-Sandholm
y col., 2002).

4.3. FRUCTOOLIGOSACARIDOS

Los fructooligosacaridos (FOS), también conocidos como inulooligosacaridos y
fructosanos, son cadenas lineales de fructosa (unidas por enlaces f3(1-2), que
pueden O no presentar 1 unidad terminal de glucosa.

Industriaimente son producidos por dos diferentes procesos enzimaticos: en el
primero son sintetizados a partir de sacarosa y en el segundo por hidrélisis de la
inulina (Crittenden y Playne, 1996).

La inulina es un polifructano componente natural de cerca de 36000 plantas
alrededor del mundo. Aigunas fuentes comunes de este polisacarido son: cebolla,
ajo, puerro, platano, esparrago, dalia, alcachofa de Jerusalén y achicoria, siendo
las 3 dltimas las mas promisorias, ver tabla 2 (Martinez del Campo, 1999; Folleto
Frutafit, 1998).

Aunque hoy en dia el uso de ios FOS este de moda, el dato mas antiguo dei
aprovechamiento de éstos es el registro del Papiro de Ebers (17 siglos a.C.)
cuando los egipcios los utilizaban para controlar la fiebre. Posteriormente los
griegos (en el afio 100 a.C.) hacian uso de poivo de alcachofa de Jerusalén para
que les ayudara en la digestién. En el sigio pasado en Estados Unidos, durante la
guerra civil, se usé como extensor de café, intensificAndose este uso durante la
segunda guerra mundial (Folleto, Frutafit).
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Tabla 4.3. Fuentes de inulina

Fuente % deinulina’
Cebolla 2-6
Ajo 9-16
Puerro 3-10
Platano 0.3-0.7
Espdrrago 10-15
Alcachofa de Jerusalén 15-20
Achicoria 15-20
Dalia 15-20

~ Porcentaje en base seca

4.3.1. Sintesis de FOS usando sacarosa como sustrato

Se pueden manufacturar a partir de sacarosa, usando la actividad de
transfructosilacién de la p-fructofuranosidasa. Para lograr este efecto se necesita
una ailta concentracién inicial de sacarosa. Los oligosaciraridos que se producen
estdn unidos mediante enlaces 3(1-2) y tienen una unidad terminal de glucosa. Por
este método se pueden producir cadenas con un grado maximo de polimerizacién
de 5. Este proceso se puede llevar a cabo de 2 diferentes formas: en lotes y en
continuo (Fig 4.9). El sistema en continuo consiste en inmovilizar en un gel de
alginato, las células o el extracto enzimatico (ya sea de A. Niger o A. pullulans). Se
obtiene una mayor estabilidad al atrapar a las células en el gel que al hacer lo
mismo con la enzima. La esterilizacion final se lleva a cabo ya sea por calor o con
luz ultravioleta. (Yun, 1996)

Dado que en este método de produccién de FOS, se libera glucosa y es esta la
que al alcanzar cierta concentracién provoca que haya una inhibicién de la
reaccién, Shue y col. (2001) proponen modificaciones para evitar este efecto e
incrementar el rendimiento; esto lo logran al transformar la glucosa residual en
acido glucdnico con una mezcla comercial de enzimas (glucosa oxidasa y catalasa)
y posteriormente se retira del medio de reaccidén al precipitario con CaCOs3.

4.3.2. Sintesis de FOS ¢ do inulina sustrato

Esta forma de produccidn de FOS implica una hidrdlisis enzimatica controlada
de la inulina, usando solo una exo-inulinasa (EC 3.2.1.26; p-D-fructofuranosidasa,
la cual hidroliza a partir de los extremos los enlaces fructosa-fructosa) o en
cooperacion con una endo-inulinasa (EC 3.2.1.7; p-fructano-fructano-hidrolasa, la
cual actiia en el interior de la cadena hidrolizando los enlaces entre fructosa y
fructosa). La mezcla de FOS obtenida es mas rica en variedad que en el primer
método, ya que en la mezcla puede contener fructooligosacaridos con un grado de
polimerizacion de hasta 10 unidades (Crittenden y Playne, 1996; Kim y col., 1997;
Folleto Frutafit, 1998).

En busca de un mayor rendimiento en este proceso, algunos investigadores se
han dado a la tarea de encontrar enzimas con accién de endoinulinasa que sean
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mas resistentes a la inhibicién por producto, asi como también el encontrar las
condiciones Sptimas para llevar a cabo la hidrélisis del sustrato. Tal es el caso de o
reportado por Cho y col. (2001) y Kim y col. (1997) para enzimas obtenidas de
Xanthomonas oryzae 'y Pseudomonas sp. respectivamente.

,————-——IgJLTlvo DE CELULAS |—————
' x
[EXTRACCION ENZIMATICA | [INVIOBILIZACION DE CELULAS]
[REACCION ENZIMATICA REACTOR _EN COLUMNA]

[SOLUCION DE SACAROSA]

PURIFICACI

FRONNTI TN N OTFS y FHUUN I LOON N COINTINCN)

[CONCENTRACION]

ESTERILIZACION

Fig. 4.4, Esquema de la produccién de FOS usando sacarosa como sustrato.

4.3.3. Beneficios del consumo de FOS

La influencia que tienen los fructooligosacaridos en el desarrolio de las
bifidobacterias es mayor que los otros oligosacaridos no digeribles (OND). Estudios
experimentales /i vitro han demostrado que en el caso de los fructooligosacaridos
son metabolizados selectivamente por las bifidobacteria, y que esta fermentacion
selectiva induce una disminucién del pH del medio debido a la produccién de
grandes cantidades de lactato y acetato que inhiben el crecimiento de £ cofli y
Clostridium y otras bacterias patégenas como Listeria, Shigella o Salmonella.
(Bielecka y col., 2002; Fooks y Gibson, 2002; Guigoz y col., 2002; Zubillaga y col.,
2001). Ademds de estos efectos, otras propiedades benéficas a la salud son las
siguientes:

16

TESIS CON
FALLA DE ORiGi




IUNTECEDENTES

1. Dado que no son digeribles, pero son edulcorantes, pueden ser
consumidos por personas diabéticas.

2. Son no cariogénicos. Ya que no pueden ser consumidos por los
microorganismos que forman la placa dentobacteriana.

3. Por ser fibra incrementan la motilidad intestinal, con lo que se reduce el
tiempo de estancia del bolo fecal en ios intestinos.

4, Produccién de 4cidos grasos de cadena corta, esto ayuda a la prevencién
del estrefiimiento ya que estimula la peristasis intestinal e incrementa la
humedad del bolo fecal debido a la presién osmdtica.

5. Se ha observado que ayudan a disminuir los niveles de colesterol,
fosfolipidos y triacilglicéridos en sangre, por lo que se reducen los casos
de enfermedades cardiovasculares. Algunas cepas de [lactobacillus
acidophillus asimilan el colesterol presente en el medio, mientras que
otras parecen tener un papel inhibidor de la absorcién de las micelas de
colesterol a través de la pared intestinal.

6. Aumento de la absorcidn de diferentes minerales a nivel intestinal, esto
ayudado por la disminucién del pH, facilitando la absorcién de minerales
como el hierro y el calcio.

7. Gracias a su fermentacién por la flora intestinal disminuyen desérdenes
gastrointestinales, tales como las Ulceras, diarrea por infecciones y la
intolerancia a la lactosa (Guigoz y col. 2002; Fooks y Gibson, 2002;
Losada y Olleros, 2002; Zubillaga y col., 2001; Rivero, 2000; Crittenden
y Playne, 1996).

Los posibles mecanismos por los que se llevan a cabo estos efectos se

describen en i{a figura 4.5.

4.3.4. Aplicaciones de los FOS
Los FOS se emplean entre otros en alimentacién como sustituto de grasas y

modificante de la textura. En concentraciones bajas las soluciones de FOS son
viscosas, mientras que en concentraciones de 30 %, forman un gel consistente
similar a los observados en alginatos, carragenatos, etc. Las caracteristicas del gel
son dependientes de la temperatura, agitacion, longitud de la cadena y
concentraciéon de FOS.

Los usos industriales, en alimentaciébn humana y nutricion abarcan la
sustitucion de grasas (“"mayonesas lights”, quesos "bajos en calorias"), reducir el
contenido calérico (suceddneos de chocolate), retencién de agua (pasteleria,
panificacién, embutidos, en productos congelados que después son calentados en
microondas, en confiteria se aplica en los dulces garapifiados), evitar la formacién
de cristales (heladeria), para la estabilizacion de espumas y emulsiones
(aprovechando el sinergismo que presentan al ser combinados con surfactantes y
gomas, se emplea esto en la manufactura de margarinas) y en general para
modificar la textura o cremosidad de algunos alimentos (Fooks y Gibson, 2002;
Mattila-Sandholm, 2002; Folleto Frutafit).
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Fig. 4.5. Posibles mecanismos de la accidén de prebidticos. El papel fundamental de las
sustancias prebidticas es el de servir como fuentes de carbono especificas para las
bacterias probidticas. AGCC = Acidos grasos de cadena corta (Escalante, 2001).
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S. METODOLOGIA
5.1. RECOLECTA Y TRATAMIENTO DEL AGUAMIEL

La recoleccion del aguamiel se llevd a cabo de manera tradicional: el
tlachiquero (como llaman a la persona que colecta el aguamiel) destapo la cavidad
donde estaba el aguamiel y procedid a extraerio con el “acocote”, que es una
especie de calabaza alargada y hueca a la que se le han perforado ambos
extremos, depositindolo en botellas de vidrio (previamente esterilizadas) que se
transportaron en hielo al laboratorio.

Se trabajé con muestras provenientes de la delegacion Milpa Alta (San Pedro
Atocpan y San Bartolo Chicomulco), Coatepec (Edo. de Mex.) y de varias zonas
productoras del estado de Hidalgo (Actopan, Tulancingo, Tepeapulco, Meztitlan y
Pachuca).

Para conservar integramente el aguamiel, al llegar las muestras al laboratorio
fue necesario hacer un filtrado grueso, a través de algodén, para eliminar materia
extrana (basura e insectos). Posteriormente se pasteurizaron, dejando calentar el
autoclave hasta que los vapores de agua se condensaron en la tapa, se
introdujeron las botellas de aguamiel cerradas, se tapd el autoclave y sin cerrar las
llaves se pasteurizé por 15 minutos a 85° C. Esto se hizo con el fin de
desnaturalizar enzimas nativas y matar microorganismos. Finalmente se dividié la
muestra en frascos de menor volumen que se mantuvieron en congelacién hasta

antes de ser analizadas.

5.2. ACONDICIONAMIENTO DEL AGUAMIEL
Dado que el andlisis de los aguamieles se llevé a cabo por HPLC, fue necesario
hacer un acondicionamiento de (a muestra. Por tal razén y para evitar que la
columna empleada se obstruyera, se tuvo que eliminar la proteina que contenian
los aguamieles. Asi que para tal fin, se compararon 3 técnicas diferentes:
[1] Precipitacion con acido tricloroacético (TCA) al 10 %
[2] Precipitacion con sulfato de zinc (ZnSQ4) 0.3 M e hidroxido de bario
(BaOH) 0.3 M
[3] Ultrafiltracién con una membrana de corte de 30 kDa.

Para comprobar la eficiencia de la eliminacion de proteina, se cuantifico ésta, antes
y después del empleo de las técnicas mencionadas, usando el método de Lowry
(Lowry y col. 1951). Ver anexo 1 para la descripcion completa de estas técnicas.

5.3. CUANTIFICACION DE FOS

Los aguamieles desproteinizados se analizaron por medio de cromatografia
liquida de aita eficiencia (HPLC, LABALIANCE, USA) que contaba con un detector
de masas (tipo “light scatering”, PLS-1000, Polymer Laboratories, USA) para
identificar los componentes de la muestra y obtener los cromatogramas. Para
poder analizar estos cromatogramas, primero se determinaron los tiempos de
retencion de los patrones comerciales con que se contaba (fructosa, glucosa,
sacarosa, rafinosa, estaquiosa y FOS de 10 unidades), después se realizaron
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curvas de referencia para la relacidon area-concentracién que presentan cada uno
de estos mismos patrones.

Ademas hubo que establecer la técnica que nos permitiera sintetizar los
patrones de los FOS de 3 a 9 unidades.

Finalmente la cuantificacion de los componentes de las diferentes muestras de
aguamiel, se llevé a cabo al observar que existe una relacién entre las pendientes
de las ecuaciones de regresidn lineal de las curvas de referencia, antes
mencionadas, de cada patrén comercial que se empled, con lo cual se pudo
elucidar las ecuaciones de los FOS de 3 a 9 unidades.

5.3.1. Condiciones del equipo

LOos aguamieles desproteinizados y todas las soluciones de patrones que se

inyectaron en el equipo del HPLC fue bajo las siguientes condiciones:

e HPLC: se usaron la precolumna y columna Rezex RNO-Oligosaccharide
(Phenomenex, USA) a 70° C y 950 psi de presién con agua desionizada
como fase mdvil a un flujo de 0.3 mL/min.

e Detector de masas (PLS-1000): este detector que cuenta con una lampara
de tungsteno/halogeno y un detector de fotodiodo; se usé con un flujo de
nitrégeno de 1.5 SLM y temperaturas en el evaporador y nebulizador de 90°
Cy 110° C respectivamente.

5.3.2. Patrones para analisis cromatografico
Para cuantificar los mono-, di- y oligosacaridos presentes en |los aguamieles se
elaboraron curvas de referencia de los patrones de fructosa, glucosa, sacarosa y
para los FOS de 3, 4 y 10 unidades se emplearon rafinosa, estaquiosa e inulina HD
(nombre comercial de un fructooligosacarido de 10 unidades, 9 de fructosa y 1 de
glucosa) respectivamente. Antes de esto primero fue necesario determinar los
tiempos de retencién y la respuesta que presentan estos patrones en el equipo.

5.3.2.1. Determir ion de ti p de retencion (TR) y respuesta
de los patrones comerciales
Se determinaron los tiempos de retenciéon inyectando las siguientes soluciones
de patrones at HPLC:
» Solucién de fructosa (f3-D-(-)-fructosa, Sigma Chemical Co., St. Louis
MO. USA) al 0.5% en agua desionizada.
e Solucién de glucosa (3-D-(+)-glucosa, Sigma Chemical Co., St. Louis
MO. USA) al 0.5% en agua desionizada.
e Solucidn de sacarosa (sacarosa, Sigma Chemical Co., St. Louis MO.
USA) al 0.5% en agua desionizada.
e Solucion de rafinosa (rafinosa, DIFCO, USA) al 0.5% en agua
desionizada.
e Solucién de estaquiosa (estaquiosa, o-D-galactosil-a~D-galactosil-a-
D-glucosil-p-D-fructosa, Sigma Chemical Co., St. Louis MO. USA) al
0.5% en agua desionizada.
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e Solucién de inulina HD (Frutafit, Imperial Suker, USA) al 0.5% en
agua desionizada.

Una vez establecidos los tiempos de retencidén, también se comprobd que la
respuesta de la sefial respecto al area, fuera la misma en mezclas de estos
patrones que de forma individual.

5.3.2.2. Elaboracién de curvas de referencia de patrones
comerciales

Para producir las curvas de referencia se prepararon soluciones en intervalos de
concentracion de 0.01-0.05% (P/V) de fructosa, glucosa, estaquiosa, rafinosa e
inulina HD. En el caso de la sacarosa fue necesario preparar soluciones en un
intervalo de 0.01-0.7%, porque se sabia que los aguamieles pueden presentar una
alta concentracién de este azicar. Para facilitar el balance de materia, estos
valores de porcentaje se transformaron en umol/mlL, quedando de ia siguiente
manera:

e Fructosa y glucosa: soluciones de 0.555 a 2.777 pmol/mL.

» Sacarosa: soluciones de 0.292 a 20.467 umoil/mL.

e Estaquiosa: soluciones de 0.198 a 0.992 umol/mL.

e Rafinosa: soluciones de 0.150 a 0.751 pmol/mL.

« Inufina HD: soluciones de 0.061 a 0.305 umol/mL.

5.3.2.3. Elaboracién de patrones para los FOS de 3 a 9 unidades
Se elaboraron patrones de todos los FOS aprovechando el hecho de que la
inulina HD no es un compuesto 100% puro, ya que contiene un 8.6% de otros
componentes (el fabricante indica en su ficha técnica que solo son mono y
disacdridos, pero se sabe por una prueba previa en el HPLC que hay una gran
variedad de componentes). Para lograr este fin se realizaron los siguientes pasos:
1. Aislamiento de los componentes de la inulina HD
2. Verificacién del aislamiento
3. Identificacion de los componentes aislados

5.3.2.3.1. Aislamiento de los componentes de la inulina HD

< Se inyectd una solucién de inulina HD al 40% en agua desionizada, para

obtener un cromatograma y asi tener los tiempos de retencién (TR) de cada

una de las sefales obtenidas.
< Nuevamente se inyectd esta solucién, solo que en esa ocasion la muestra
no se hizo pasar por el detector de masas, sino que se colectaba,
programando el equipo para cambiar de vial cada 30 segundos, por lo que
se obtenian voliimenes de 150 ul por fraccion.

5.3.2.3.2. Verificacion del aist ient

<+ Como se contaba con el dato del TR para cada sefial, se escogieron ia o las

fracciones en donde pudiera estar el componente que se deseaba. Para
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comprobar esto se inyectaron 30 pL de la muestra. Por ejempio, si del
cromatograma se obtenia un tiempo de retencién de 23.2 minutos para
alguna senal, este debia encontrarse en la fraccion 46.

e ielad

5.3.2.3.3. Identificacién de los p

< Comprobando el aislamiento del componente, se hidrolizaba la muestra con
10 ul de inulinasa (producida en el laboratorio de K/luyveromyces marxianus
CDBL278, segin Cruz-Guerrero y col., 1995) en un baiio de temperatura
controlada a 50° C durante 1 hora.

< Se filtr6 el hidrolizado con membrana de corte de 30 KDa (Pall USA),
ejerciendo la presidn en los tubos con membrana mediante centrifugacion a
5000 r.p.m. por 15 min a una temperatura de 4°C, para eliminar la enzima
agregada. Se tuvo el cuidado de registrar el volumen que se centrifuga y el
volumen final.

<= El filtrado obtenido se inyecté en el HPLC, y del cromatograma obtenido se
calculé el grado de polimerizacién del FOS, por la relacién fructosa:glucosa.

5.3.2.4. Determinacion de los tiempos de retencién para la toda
ia gama posible de FOS
Ya que la técnica para determinar a que grado de polimerizaciéon tuvo sus
limitantes, los tiempos de retencion para toda la posible gama de FOS y FOS’ se
determinaron por separado a partir de graficar los tiempos de retencion
experimentales como funcién del grado de polimerizacién al interpolar en la
ecuacidn que resulté de calcular una regresion logaritmica.

5.3.2.5. Elaboracion de curvas de referencia de patrones para los
FOS de 3 a 9 unidades

Para poder cuantificar todos los FOS, se graficaron las pendientes (m) de las
ecuaciones de regresién lineal de las curvas de referencia de los 5 estandares
comerciales empleados en funcién del peso molecular. A! obtener una aceptable
correlacidon, se procedidé a interpolar dentro de la curva los nuevos valores de
pendiente para los patrones comerciales y los FOS sintetizados en el laboratorio.
La forma de comprobar que este modelo propuesto funciona correctamente fue
inyectando concentraciones conocidas de diferentes patrones y calculando el valor
de concentraciéon usando las ecuaciones que originalmente se tenian para cada
patrén y a su vez con |os nuevos valores de pendiente, obtenidos de la grafica de

pendientes en funcién de los pesos moleculares.

5.3.2.6. Andlisis de cromatogramas
Una vez que se contd con todos estos datos (tiempos de retencion, ecuaciones
para calcular concentraciones), se cuantificaron los FOS presentes en cada
muestra de aguamiel. £l andlisis de los cromatogramas empezd por establecer que
sefial correspondia a que FOS, mono- o disacdrido. Después con ayuda de las
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pendientes que se calcularon en la seccién anterior, se determinaron las
concentraciones que representaban estos componentes.

5.3.2.6.1. Determinacion del grado de polimerizaciéon
Dado que los cromatogramas de los aguamieles presentaron un mayor nimero
de sefales, se concentré algunas muestras por ultrafiitracion y se siguié la
metodologia descrita en 5.3.2.1. para determinar el grado de polimerizacién de

algunos compuestos que se pudieron aisfar.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. MUESTRAS DE AGUAMIELES
Se trabajé con muestras de aguamieles colectadas en algunas zonas
productoras de diferentes estados de la Republica Mexicana; en la tabla 6.1. se
describen con detatle aigunos datos de 1a colecta.

Tabla 6.1. Descripcion del origen de las mustras deJuamlel

San Ba(;t;jl&(i{:g;mulco Agave manso, colecta manana, 12-05-2002
S — S A ——
San(;?‘dpr: lagr))pan Agave manso, colecta tarde, 05-01-2003

Agave manso, cqlecta tarde 1

Agave manso, colecta tarde, 15-05-2002__
rd

— _ulgm:;qp_é\_,;_,,f
_ Tulancingo B
__Coatepec___

6.2. SELECCION DE A TECNICA PARA DESPROTEINIZAR LOS
AGUAMIELES

Se compararon las siguientes técnicas para eliminar la proteina presente en ias
muestras de aguamiel:

1. Precipitacidn con acido tricloroacético (TCA) al 10%
2. Precipitacién con BaOH 0.3 My ZnSO, 0.3 M
3. Uitrafiltracién con membrana.

Para la seleccién se cotejaron los datos de proteina residual para cada técnica
con los datos de proteina inicial en la correspondiente muestra (ver tabla 6.2.).
Como se puede observar tenemos dos técnicas que eliminan con eficiencia Ia
proteina; estas son: la precipitacion con BaOH y ZnSO,4 y la ultrafiltracion con
membrana que dejan solo de un 4 a 5% de proteina residual. Para decidir de entre
una de estas técnicas fue necesario inyectar las muestras desproteinizadas al

HPLC.

Tabla 6. 2 Cuantificacién de protema inicial y residual en algunas muestras de aguamiel.

st - Probeina
M - (pg/mL)

1 ... 8o008 _
[ 2 0 _7662
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Al cotejar los cromatogramas obtenidos se encontré que los aguamieles a los
que se les elimind la proteina por precipitacién presentan una menor drea (ver
tabla 6.3) en las sefiales obtenidas en comparacién con los obtenidos en los
cromatogramas de las muestras a las que se ultrafiltrd; esta menor respuesta es
entendible ya que la técnica de precipitacidn conlleva la dilucién de la muestra,
pero se encontré que también se obtenian un menor numero de sefales asi que
se decidié no ajustar las dreas de acuerdo a la ditucidn que se llevo a cabo (ver
cromatogramas figuras 6.1a. y b).

A continuacién se anexa la informacién que se extrae de los cromatogramas
antes mencionados, los tiempos de retencién (TR) y las dreas de las sefales
obtenidas, se puede observar que en el cromatograma abtenido de una muestra
ultrafiltrada se aprecian un mayor numero de sefiales y con una mayor respuesta
en area, esto es facilmente apreciable al comparar el drea total.

Por tal motivo se decidié que la técnica mas apropiada para eliminar la proteina
de las muestras era la ultrafiltracién con membranas de corte de 30 kDa.

Tabla 6.3. Areas y TR de los cromatogramas del aguamiel de Tulancingo, tratado con
BaOH y ZnSQ,, y por ultrafiltracion.

Tratado con BaOH y ZnSOy4 ] ___Tratado por ultrafiitracién ]
i . Area !
17226.94 %
- T 72910.24
24,37 24.72 9645.62
i 26.5 26.37 1784.92
27.48 1019.72 27.84 9129.39
30.57 4268.99 30.7 6828.88
- - 31.73 7827.17
35.9 29810.82 36.36 318945.4
38,33 16819 38.94 27318.18
a43.74 38972.31 44.26 603553.33
46.65 30910.76 47.18 548813.49
Area total 117438.32 Area total 1584936.57
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Fig. 6.1a. Muestra de Tulancingo A, tratada con BaOH y ZnS0,
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6.3. PATRONES COMERCIALES PARA ANALISIS CROMATOGRAFICO
Para analizar los cromatogramas de las muestras de aguamiel, fue necesario
hacerlo de forma indirecta, al comparar los tiempos de retencidén de las sefiales
obtenidas de los aguamieles con los de patrones comerciales y los aislados en el
laboratorio. Para eilo se inicid por determinar los tiempos de retencién para los
patrones comerciales.

6.3.1. Determinaciéon de los TR y respuesta para los patrones
comerciales

Se utilizaron patrones comerciales de fructosa, glucosa, sacarosa, rafinosa,
estaquiosa e inulina HD. Inicialmente se inyectaron soluciones de cada uno de
estos compuestos para obtener su tiempo de retencidén, obteniendo
cromatogramas como el de la figura 6.2a. Posteriormente se inyecté una mezcla
de fructosa, glucosa, sacarosa, rafinosa y estaquiosa, exciuyéndose a {a inulina HD
porque como ya se menciond (seccién 5.3.2.3) este patrén no es un compuesto
100% puro ya que contiene un 8.6% de otros componentes (fig. 6.3),
observandose que la presencia de otros compuestos no influye en el tiempo de
retencidén que se obtiene cuando se inyectd a cada compuesto por separado (fig.
6.2b).

6.2a.
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6.2b.
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Fig. 6.2. a y b. Se observa como el tiempo de retencién no varia para un patrén cuando esta
solo o cuando esta en una mezcla.

Como se puede observar, las condiciones del equipo nos permiten tener una
buena separacién de las sefiales para cada patron empleado; se puede asumir con
esto que la columna empleada separa por exclusion molecular, es decir, deja eluir
primero los compuestos de mayor tamaiio y al altimo los de menor. Esto se ve
claramente con los tiempos de retencidn que presentan la fructosa y la glucosa,
que aunque son isdmeros, eluyen en diferente tiempo porque la molécula de
fructosa por su estructura de furanosa es de un menor tamafio con respecto a la
de glucosa, que es una piranosa.

Al elaborar la solucidn con la mezcla de patrones se cuidé que éstos tuvieran la
misma concentracién en la que estaban en la solucion individual, para corroborar
que el drea individual 0 en mezcla no variara.

Por otro lado, el hecho de que ila inulina HD, que fue nuestro patrén para un
FOS de 10 (con unidad terminal de glucosa), presente una variedad de
compuestos, es un hecho que seria de suma importancia mas adelante en esta
investigacion (ver fig. 6.3.)

Finalmente se debe seiialar que los tiempos de retencién que se obtienen en
cada cromatograma pueden variar hasta unos 0.5 minutos, y en promedio los TR
para los patrones comerciales con los que se trabajo se muestran en la tabla 6.4.
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Tabla 6.4. Tiempos de retencién de los patrones comerciales:
Compuesto _Tiempo de retencién” (minutos)

Fructosa 47.5
Glucosa 43.8
Sacarosa 35.9
Rafinosa 31.06
Estaquiosa 25.54
Inulina HD 13.4

*Estos valores son promedios, puede haber una variacién
de hasta 0.5 min

-
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Minutes
Fig. 6.3. Inulina HD y variedad de compuestos que presenta.

6.3.2. Elaboracién de las curvas de referencia de los patrones
comerciales

Para poder cuantificar la concentracién de los componentes del aguamiel fue
necesario elaborar curvas de referencia para los patrones empleados. Lo primero
que se pudo examinar fue que el drea obtenida para cada patron dependia de la
concentracion de éste, esto de una forma ldgica ya que al aumentar la
concentracién aumenta el area obtenida. Lo segundo que se ve es que compuestos
que son isémeros al parecer tienen la misma respuesta en drea a una misma
concentracion, como fue en el caso de fructosa y glucosa (véase tabla 6.5.), por lo
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cual se puede trabajar con una misma curva de referencia para estos dos
compuestos.

Tabla 6 S Areas obtenldas ra diferentes concentraciones de fructosa y glucosa.

0.1 2550.18 2736.84
0.2 5226.81 5211.35
0.3 7389.89 7660.95
0.4 13728.14 13731.27
0.5 15372.22 15254.5
*Los datos que se reportan son un p io ya que las soluciones se inyectaron por triplicado obteniendo una

o méxima de 21.56

De igual manera que con fructosa y glucosa, se obtuvieron las areas a
diferentes concentraciones para los demas patrones, y al contar con estas series
de datos se procedié a elaborar las curvas de referencia (ver tabla 6.6.)

Tabla 6.6. Ecuaciones y factores de correlacion de las curvas de referencia de los patrones

comerclales
< Patrones - " - -~ Ecuadién | Factor de correlacion (R)”
Frg(:_t_qsg_yg!ycosa y = 6093.1x - 1268.9 i 0.9811
) _y=74919x—184.35 1 0.9998
: Ty =9646.7% + 821.76 | 0.9854
T Ty =9264.6x + 99.721 | 0.9749
Inulina HD ! y = 20328x + 75325 | ___ _ 0.9791

“Donde las concentraciones {mg/mL) son las abscisas y el area (mm’ ’) son las ordenadas

Como se puede ver los factores de correlacion que se obtuvieron nos muestran
que la relaciéon que hay entre concentracidn y drea es practicamente lineal. Las
ecuaciones de las curvas se obtuvieron por regresién lineal y al examinarias se
observa que a no ser por la rafinosa, se podria afirmar que al ir aumentando el
grado de polimerizacién aumenta también la pendiente, tal comportamiento no se
presenta tan claro en las ordenadas al origen como en el caso de las pendientes.

6.3.3. Patrones para los FOS de 3 a 9 unidades

Como se hizo notar en la seccidn 6.3.1, la inulina HD presenta ademas del FOS
de 10 unidades otros compuestos, siendo las 3 daltimas sefiales f{as
correspondientes a sacarosa, glucosa y fructosa respectivamente, asi que este
hecho se aprovechdé para aislar los componentes que corresponden a estos
compuestos y asi determinar los tiempos de retencidn para los FOS de 3 a 9
unidades. Como ya se mencioné en la metodologia, se realizé primero la inyecciéon
de una solucidon saturada de inulina HD (a! 40% y en caliente para que la solucidn
estuviera cristalina y completamente disuelta ia inulina); el resultado obtenido se

muestra en la figura 6.4.
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Después de obtener este cromatograma se procedié a hacer una colecta de 1a
muestra, seccionando esta corrida cromatografica en fracciones de 150 iil, que se
colectaban cada 0.5 min (30 segundos) en tubos numerados del 1 al 100. Asi por
ejemplo, el componente que aparece en 26.79 min, podia estar en los tubos 52 a
54, por lo que hubo que inyectar un poco de muestra (20 ul) a fin de determinar
si solo estaba en un tubo o repartido en varios, de esta forma se aseguraba la
localizacion del componente y se procedia a su hidrolisis. Una vez que se analizé el
cromatograma obtenido de la hidrdlisis, se calculd ta relacibn de dreas que hay
entre glucosa y fructosa, de dicha relacién se determiné el grado de polimerizacién
del compuesto que generd esa sefal.

Un ejemplo de los cromatogramas de la fraccion colectada y de su posterior
hidrdlisis se muestran en los cromatogramas de las figuras 6.5. a y b, Se observa
como se obtiene solamente fructosa y glucosa de la hidrdlisis del componente
aislado en este caso en el tubo 53, el cual tiene un tiempo de retencién de 26.79

minutos.
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6.5b. o
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Fig. 6.5. 2 y b. En el cromatograma “'a“ se muestra la identificacién de un componente aislado
durante la colecta. Y en “'b” se muestra como al hidrolizario se obtiene solo fructosa y glucosa.

Después de analizar los cromatogramas de las figuras 6.5. se obtuvieron los
datos de area de estas seifiales, y al calcular la relacién fructosa:glucosa se logré
determinar la longitud de este compuesto.

Tabla 6.7. Datos para calcuiar la relacién fructosa:glucosa (F:G)
o TR ] -Area
26.79 954.37
Cromatograma 6.5a. | 47.46 (fructosa) 300.47 ]
44.49 (glucosa) 662.42
Cromatograma 6.5b. 47.37 (fructosa) 2315.30

Relacién F:G = (2315.30-300.47)/662.42 = 3.041

Por lo tanto se trata de un FOS de 4 unidades.

i

I
R

{

Cuando se inyectaba la muestra hidrolizada, se eliminaba la enzima que lievé a
cabo la hidrdlisis, por lo que se ultrafiltré un volumen de la reaccidn. Para llevar a
cabo el calculo de la relacién fructosa:glucosa es necesario hacer 1a consideracién
de que al inicio de la hidrdlisis en el medio de reaccién ya existia una cantidad de
fructosa, por lo que esta se resta a la fructosa final que se obtiene en el
cromatograma de la fig. 6.5b.

De esta forma se realizd el analisis de algunos componentes que estaban
presentes en la inulina HD, encontrando que también hay sefiales producidas por
fructooligosacaridos compuestos dnicamente de fructosa; a estos de les denomind
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como FOS’, para diferenciarlos de los que tienen una unidad de glucosa terminal.
Los cromatogramas de las figuras 6.6a. y 6.6b. muestran como se encontré la
composiciéon de estos FOS'. El grado de polimerizacidén en estos casos se determind
por el tiempo de retencidn que presenta y por la longitud de cadena de los
compuestos que eluyeron antes y después que el componente en estudio. Por
ejemplo, en los cromatogramas que se muestran enseguida, se determind que
corresponde a un FOS 5/, porque eluye entre un FOS de 4 (ver tabla 6.7) y uno de

6.6a.
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Fig. 6.6. @ y b. El cromatograma de la figura 6.6b comprueba que el componente que se
hidrolizé (fig. 6.6a) esta formado solo por unidades de fructosa, puesto que se obtiene solo
fructosa en su hidrélisis,
35




RESULTADOS Y DISCUSION

Al finalizar el analisis de la colecta se pudo determinar el grado de
polimerizacién (GP) para algunos de los componentes que se obtienen de la
inyecciéon de inulina HD al 40% (ver tabla 6.8 y fig. 6.4).

Tabla 6.8. Determinacion del grado de polimerizacién de algunos compuestos encontrados

en la inulina HD,
# deseflalenel| = TR TGP
cromatograma c._ (min) SRy
1 13.133 10
2 17.223 8 L
4 19.527 7
s 2132 6
T 6 _|TT23607 5
r T 26.79 '
I R - 7Y 2 A S X" S

= tiempo de retencién
GP"™" = grado de polimerizacién

Una vez que se tuvieron estos datos, se calcularon el resto de los tiempos de
retencién para toda la gama de FOS que pudieron encontrarse (FOS de 3 a 10 y de
3’ a 107); esto se realizd al obtener una regresién logaritmica de ios datos de GP en
funcién del TR de ios componentes que se identificaron; es de resaltar que solo se
ocuparon los TR de los compuestos que presentaron una unidad terminal de
glucosa, incluyendo por tal razon a la sacarosa. Se optd por una regresion
logaritmica porque nos presentaba un mejor factor de correlacién (Ec. 6.1).

Del mismo modo se realizé una regresién logaritmica para los datos de los
FOS’, obteniéndose como resultado la ecuacién 6.2.

-13.828Ln(x) + 45.734 con R = 0.9984 (Ec. 6.1.)

A4

It

y = -14.,539Ln(x) + 47.424 con R = 0.9996 (Ec. 6.2.)

uUna vez que se obtuvieron estas dos ecuaciones se calcularon los tiempos de
retencién para toda la posible gama de FOS (ver tabla 6.9.)

Tabla 6.9. Determinaciéon de los ra toda la gama de FOS
TR opaime TR caiteae_ | .~ FOS 3 TR acimmar’ | - TR GP.-_: -
134 _13. - 13.947 10’
- 15.479 9’

- 17.191 | 8
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Al revisar los resultados se encontré que los tiempos de retencién estin muy
cercanos en los casos de FOS de 10, 10°, 9 y 9°. En el caso de los FOS de 10y 10’
se establecié la diferencia entre estos al tener de guia al TR que presentd la inulina
HD (patron para FOS de 10 unidades) que fue de 13.4 minutos; de esta forma se
pudo diferenciar un fructooligosacarido con unidad terminal de glucosa de uno
compuesto solo de unidades de fructosa.

Por otro lado, los demas FOS no presentan este problema, pues como se ve
desde los tiempos de retencién de ilos patrones, entre menor es el grado de
polimerizacién de la cadena los compuestos eluyen con una mayor separacion en

tiempo.

6.3.4. Elaboracion de curvas de referencia para FOS de 3 a 9
unidades
Una vez que se contaban con los datos de tiempo de retencién para toda la
gama posible de FOS era necesario contar con una herramienta que nos permitiera
el cuantificar éstos. Como se habia mencionado en la seccién 6.3.2., al analizar las
ecuaciones de regresion lineal de las curvas de referencia, se observa que existe
una tendencia de ir aumentando la pendiente conforme aumenta el grado de
polimerizacién, asi que de éste modo se graficaron las pendientes de dichas
ecuaciones contra el grado de polimerizacién (ver tabla 6.10) encontrdndose una
buena correspondencia lineal.
Se trato del mismo modo establecer una relacién para las ordenadas al origen
de estas mismas ecuaciones, pero en este caso no se obtuvieron resuiltados
satisfactorios.

Tabla 6.10. Datos para la obtencion de la ecuacion que nos relaciona
pendientes contra grado de polimerizacion

. V}l’a_t’rones‘ :

| __ECUACION y = 1166.9x + 5206.8
| FACTOR DE 0.9144
{ CORRELACION (R) :

Con la ecuacidn de esta curva de referencia, se recalcularon las pendientes
para todos los componentes en estudio. Los resultados que se obtuvieron se
muestran en la tabla 6.11. Se marcan de forma generail los FOS, sin importar si
son FOS’ o no, aprovechando el hecho de que los isémeros presentan una misma
respuesta de area para una concentracién dada, hecho que se observé entre la
glucosa y la fructosa. Este hecho se comprobd también cuando se realizaron
pruebas de la efectividad de estas pendientes recalculadas; esto se hizo al contar

37




RESULTADOS VY DISCUSION

con unas dreas para concentraciones conocidas de los diferentes patrones usados
(glucosa, sacarosa, rafinosa, estaquiosa e inulina HD) y con ayuda de las
ecuaciones de regresion lineal de las respectivas curvas de referencia y las
pendientes recalculadas, se obtuvieron las concentraciones a las que
correspondian dichas dreas. Lo que se encontré es que entre los valores que se
obtienen de las ecuaciones de las curvas de referencia y los que se calculan con
las pendientes recaiculadas, existe un maximo de 4% de diferencia, 1o cual nos
demostré que las pendientes que se recalcularon eran una buena herramienta en
el calculo de las concentraciones.

Tabla 6.11. Pendientes recalculadas para todos los compuestos en estudio.
- COMPUESTO " . - PENDIENTE . .

MONOMEROS

Con estas nuevas pendientes fue posible calcular la concentracion en la qile se
presentaron los componentes de ios aguamieles.

6.4. Anilisis de aguamieles

Una vez que se contaba con todas las herramientas necesarias para identificar
y cuantificar las sefales que se obtuvieran en {os cromatogramas de los
aguamieles, se pudo dar inicio al andlisis de estos.

Para esto se inyectaron las muestras desproteinizadas por medio de
ultrafiltracién, se integraron las sefiales obtenidas para contar con los tiempos de
retencion y las dreas. Una vez que se contd con esos datos, se compararon con los
tiempos de retencién que se establecieron para toda la gama de FOS, se
identificaba a que FOS correspondia cada seiial y se seleccionaba la pendiente
recalculada (de la seccidn anterior) correspondiente para realizar el calculo de la
concentracion para estos componentes; un ejemplo de esto se muestra en la tabla

6.12.
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Tabla 6.12. Resultados para el aguamiel de Actopan A.

No. sefial|. % (p/v)__ -] 9% azucares
1 —12909.78 0.10546 1.7884

2 3791.68 0.03030 0.5138
3 41858.6 031499 5.3419
4 1334.73 0.00963 0.1632
5 7622.25 0.05196 0.8812
6 1230.15 0.00775 0.1315
7 2387.36 0.01505 0.2552
8 7292.65 ~_0.04091 0.6938
9 1615.91 0.00907 0.1537
10 69121561 | __3.19341 54.1568
11 12551.3 0.05799 0.9834
12 370269.3 1.14489 19.4160
13 295988.66 0.9152 15.5209
! 1450067.98 | 589661 | 100.00

“TOTALDEFOS ___ |. _  0.64310 -

*Total de FOS, es la suma de todos fos componentes en:ontrados en la muestra exceptuando la sacarosa,
glucosa y fructosa

Al analizar los resultados para este aguamiel se ve que no existe en €l toda la
gama de FOS, pero el que se encuentra en mas aita concentracién es el de 7.
Viendo las concentraciones de sacarosa, glucosa y fructosa nos damos cuenta que
estas son practicamente el 90% del total de los componentes. Otro hecho que se
debe resaltar, es que en este aguamiel se encontré una sefial en el minuto 38.94,
por lo cual se realizé una concentracion de la muestra de aguamiel para realizar
una colecta, igua! que se realizé para los componentes de la inulina HD (ver
secciones 5.3.2.3.1 a la 5.3.2.3.3.), encontrandose que esta compuesto por dos
unidades de fructosa, por tal razén la concentracién que se calcula, usando la
pendiente recalculada para los dimeros, se le suma al total de los FOS.

La suma de este disacarido, al que también podemos llamar FOS 2’, es por la
definicion de oligosacaridos que dan la International Union of Pure and Applied
chemistry y 1a International Union of Biochemistry, las cuales consideran a éstos
como cadenas de azlcares con un grado de polimerizacion de 2 a 10 unidades
(van Looy col., 1999). Ademas en la bibliografia consultada (Cho y col., 2001;
Shue y col., 2001; Kim y col.,, 1997; Yun J. W., 1996) se encontré que en la
produccién de FOS, ya sea por hidrdlisis de inulina o sintesis de estos a partir de
sacarosa (ver seccion 4.3.), puede existir la formacién de este dimero de fructosa y
de otros FOS con diferente grado de polimerizacién. Ademas en los reportes
también encontramos que (Bielecka y Majkowska, 2002; Fooks y Gibson, 2002;
Guigoz y col., 2002; Zubillaga y col, 2001) cuando se hacen estudios de la
eficiencia de los FOS como prebidticos se utilizan FOS de marcas comerciales,
sefialando en algunos casos el proceso por el cual se sintetizaron, pero nunca se
hace la referencia de que se usen solo FOS con cierto grado de polimerizacion, sin
embargo en algunas investigaciones se hace una comparacion de estos FOS con
algunos otros azicares, entre elios la sacarosa, dando como resultado que ésta no

TESIS CON
FALLA DE ORGEN | |




RESULTADOS V) DISCUSION

tiene ningan efecto prebidtico. Por estos motivos es que se considera a este
disacdrido y no a la sacarosa en el total de FOS con potencial prebiético
encontrados en el aguamiel.

Para poder comparar entre los aguamieles se dividieron en dos grupos. En el
primero se incluyen los aguamieies de Milpa Aita, Coatepec, Tepeapulco y las dos
muestras de Tulancingo. En el segundo grupo estdn el resto de los aguamieles del
estado de Hidalgo. Los resultados obtenidos se muestran en las graficas 6.1. y 6.2.
En el grupo 1 se tiene que el FOS que mas aparece en los componentes es el de
10, que en los aguamieles del estado de Hidalgo y la muestra de Coatepec no
existen FOS de 9, 8 y 8/, y de manera contraria el dimero de fructosa se presenta
en estos y no se encuentra presente en las muestras de Milpa Alta.

Analizando el grupo 2 se observa que el disacarido F-F se encuentra presente
en todas las muestras del estado de Hidalgo asi como también los FOS de 10, 5’y
3. En este grupo No se encuentran FOS de 9’ y 8. y practicamente se carece
también de los FOS de 10’ y de 4 (ver tabla 6.14)

Finalmente, al analizar en conjunto todas las muestras se observa que ninguno
cuenta con toda la gama de FOS, como ya se habia mencionado anteriormente, los
aguamieles del estado de Hidalgo no contienen FOS de 8’ ni de 9, pero los mas
abundantes en concentracion y frecuencia de contenido son los FOS de 10, 7, 5,
5, 4°, 3, 3' y el dimero de fructosa. Al comparar esto con ios otros 3 aguamieles
con que se contaba (dos de Milpa Alta y otro de Coatepec, Edo. Mex.), se ve que
los FOS que se encuentran con mayor frecuencia son los de 10, 7 y 3 unidades.

Sin embargo individualmente las muestras que presenta la mayor diversidad de
contenido de FOS son la de San Pedro Atocpan, Milpa Alta, y la registrada como
Hidalgo IV, esto se aprecia facilmente en la grafica 6.3., donde se presentan el
porcentaje que representa cada fructooligosacarido en el total de FOS que
contiene cada muestra.

La variabilidad que hay en cuanto a la presencia o ausencia de algunos FOS se
puede atribuir al tipo de enzimas enddgenas y exdgenas que se presenten en |3
planta de donde proviene la muestra; de la misma forma se puede afirmar que el
tipo de clima y la altura son factores que influyen en el contenido y variedad de
FOS encontrados.

En cuanto al contenido total de azicares, se observa que el componente
mayoritario en todos los aguamieles es la sacarosa seguido de la glucosa y
fructosa (ver tablas 6.13 y 6.14).
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—  Grafica 6.1. Comparacidn de los FOS encontrados en las muestras de aguamieles del grupo 1
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Existia ya un antecedente del contenido fructooligosacdridos (Martinez del
Campo, 1999) en donde se reportaba un contenido de éstos entre 8-17 g/L, pero
- lo que se encuentra en esta investigacion es que estos valores van de 2 a 10 g/t,
pero cabe resaltar que se obtuvo una muestra bastante especial que presenté una
concentracion de 21 g/L; dejando de lado esta muestra, 1a principal razdn por ia
que se encuentra una diferencia entre o reportado con anterioridad y lo que se
obtuvo en este trabajo, es la metodologia seguida en el tratamiento de la muestra,
puesto que aqui se llevaron a cabo varias filtraciones, con lo cual se eliminan las
microfibrillas que se pueden desprender de la planta cuando se le raspa para
abtener el aguamiel. En conclusién, en la presente investigacién se cuantificaron
solo los azicares solubles.

Finalmente, considerando que el contenido total de FOS (ver grafica 6.4)
totales oscila entre 2-10 g/L para la mayoria de los aguamieles estudiados, seria
necesario un consumo minimo de 1.5 litros por dia para tener el aporte necesario
del prebidtico (el consumo diario que se sugiere para lograr la estimulacién de las
bifido-bacterias es de 15 g /dia). O bien si se cuenta con un aguamiel tan rico en
contenido de FOS, como el de la muestra de Hidalgo 1V, se necesita beber poco

mas de 700 mL de aguamiel.
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Tabla 6.13. Resultados para aguamieles grupo 1.

San Bartolo Tulancingo
MuESI'RA Chicomulco Tepeapuico A Coatepec
Nombre | % (p/v). % _(p/v) % (p/v) % _(p/v)
FOS 10 0.18102 _.4..0.14072 ; | . 0.33860 |
]..0.02557 | -
j_0.05123 |
.| _0.17141 0.25286
4..0.00487 | 0.00897 _
002191 | -
N - 0.11398
0.01341 -
|..0.03508 0.20666
0.01281 -
4.53945 4,78145
N S 621 0.07190 | 0.03937 |
1.01937 _.1.86621 . 1.54710 | 2.40895
0.07190 1.69695 | 1.35907 1.43446
- 8.27654 S.77475 | 7.88979 | 9.63653
0.22108. 0.73806 | 0.44416 | 1.01167
‘2.67 | 3.8 1414 - 12.78 563 | 1050

“TA: Total de azicares, obtenido de Ja suma de las concentraciones de todos los componentes,
“*TF: Total de FOS, obtenido al restarie a TA las concentraciones de sacarosa, glucosa y fructosa,
**"% de TF del TA: Porcentaje que representa el total de FOS del total de azicares.
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Tabla 6.14. Resultados para aguamieles grupo 2.

MUESTRA | ACTOPAN A | ACTOPAN B | PACHUCA A | PACHUCA B | MIDALGO IV | MEZTTTLAN
Nombre % (p/v) % (p/v) | Yo () --|__%(p/v) % (p/v) * % (p/v)
0.10546 0.15857 | 0.20958 0.15731 0.40563 0.03601 _
| _0.03030 T 0.07406_ | 0.09221
- 0.10116 0.12727 | 0.01573 -
031499 | - ) | 0.03555 0.24311
- - 0.15833 -
e 0.01325 0.05981 _ -
0.00963 - 0.19643 -
- T 0.02317 R 0.01465
0.05196 | 0.06531 0. 24297 0.05144
0.00775. I A
0.01505 0 o_qgﬂg ~ 036737 0.10230
0.09532 0.06052 0.09755 0.
- - 0.04763 0.
7.36987 6.77328 6.16203
~70.07371 | 0.05922 717 0.48468
0.49778 0.41052 | 2.24930
0.91521 0.62139 0.42730 2.70960

 5.89661 | 8.27826 | 9.17560 | 8.17957 -] 13.22099 |- 7.70206
-o;mib' o.“zsf'z 0.68656 - 5»o.ss:s,'47,; /2.10006 | 0.66241
Aol TA ‘2091 227 . .48 . 6.95 ‘15.88 7| 8.60

L de1TA

‘TA Total de azucars, obtgmdo de la suma de Ias concentraciones de todos Ios componentes,
““TF: Total de FOS, obtenido al restarie a TA las concentraciones de sacarosa, glucosa y fructosa.
% de TF del TA: Porcentaje que representa el total de FOS del total de azicares.
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CONCLUSIONES

7. CONCLUSIONES

&< Se establecid la metodologia adecuada para trabajar las muestras de
aguamieles y patrones empleados en el HPLC

6+ Se selecciond la mejor técnica para eliminar la proteina de las muestras de
aguamiel, que es el eliminar ésta por ultrafiltracién con membranas de corte
de 30 kDa. La seleccién se llevéd a cabo al comparar el contenido de
proteina residual y ver si la técnica no afectaba el contenido de azucares.

& Por medio dei establecimiento de la metodoiogia para identificar y
cuantificar los FOS, se logrd la caracterizacién de los azicares en los

aguamieles.

&+ Los FOS que mayoritariamente se encontraron son 10, 7, 5, 5%, 4, 3y 3. EI
largo de estas cadenas esta dado por la accién de las enzimas enddgenas y
exségenas que estdn en el aguamiel. Tales enzimas se tuvo el cuidado de
inactivarias para que asi el contenido de FOS reportados fuera lo mas
cercano posible al que tiene la muestra al momento de su cosecha.

&< Con los datos que se tienen se puede decir que el contenido y variedad de
FOS estd dado probablemente por el clima y tipo de suelo de donde
provenga la muestra. Esto se ve muy claro en los aguamieles del estado de

Hidalgo.

6¢ La concentracion totai de FOS en los aguamieles esta entre 2 y 10 g/i,
aunque también pueden existir muestras que tengan hasta una
concentracién de 21 g/L.

&< Con las concentraciones encontradas de FOS totales, seria necesario el
consumir un minimo de 1.5 L/dia si se consume una muestra que tenga una
concentracién de 10 g/L o solo 0.7 L/dia de una muestra con un contenido
de 21 g/L, para tener un efecto benéfico en la salud del consumidor.
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1.

tificaciéon de pr I{ por la Técnica de Lowry. (Lowry y col.,

C
1951)

Fundamento
El método de Lowry reconoce los residuos de aminodcidos aromaticos. Se basa

en la formacién del complejo cobre-proteina que se forma al hacer reaccionar la
muestra en una solucién de cobre alcalina; posteriormente dicho complejo reduce
el reactivo de Folin-Ciocalteu y como resultado aparece un caracteristico color azul
cuya absorbancia se mide a una A de 590 nm.

Reactivos

o [A] NaxCOs (J. T. Baker, Xalostoc, México) al 2% en NaOH 0.1 N.

o [B] CuSO4 (J. T. Baker, Xalostoc, México) al 1% en H,0.

o [C] Tartrato de Na y K (3. T. Baker, Xalostoc, México) al 2% en H;O.

o [D] Reactivo de Folin Ciocalteu (Sigma Chemical Co., St. Louis MO. USA)
1:1 en agua.

o [E]} Solucién patrén de albumina sérica (Sigma Chemical Co., St. Louis
MO. USA) 1 mg/mL.

Técnica

o Se mezclaron SO volimenes de [A] mas 1 volumen de {B] mas 1 de [C].

o Se tomaron 5 mL de esta solucidn y se les agregé 1 mL de muestra.

o Se dejaron reposar 5 minutos en la oscuridad.

o Se agregaron 0.5 mi de [D].

o Se dejo reposar 30 minutos en la oscuridad.

o Se leyd absorbancia a A = 590 nm en espectrofotémetro (Shimadzu UV-
160A), contra un blanco de reactivos y agua destilada.

o La curva patrén se prepard a partir de una solucidn de S00 mg/mL de

seroalbumina, la cual se diluyé (a 100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL) para
cubrir un intervalo de 0 a S00 mg/mL.

Precipitaciéon de proteinas con acido tricloroacético al 10%

Reactivos
o Acido tricloroacético (J. T. Baker, Xalostoc, México) al 10% en H;0.

Técnica

o
(=]

o

Se diluyd el aguamiel 1:1 con agua destilada

A 1 mL de la dilucién anterior se le agregé 1 mL de la solucién de TCA al
10 %, se agité

Se centrifugd (Beckman J2-MI, U.S.A) a una velocidad de 5000 r.p.m.
por 25 min a una temperatura de 4°C.
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3. Precipitacién de proteinas con BaOH 0.3 My ZnSO4, 0.3 M
e Reactivos
o Soluciéon de BaOH 0.3 M (Sigma Chemical Co., St. Louis MO. USA).
o Solucién de ZnSO4 0.3 M (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA).
e Técnica
o En un tubo de ensaye se colocé 1 mL de muestra y 4 mL de agua
destilada.
o Se tomaron 2 mt del tubo anterior y se agregaron 1 mL de BaOH 0.3 M,
se agitd y se agrego 1 mL de ZnSO4 0.3 M, se agitS.
o Se centrifugé a 10000 r.p.m. por S min y a una temperatura de 4°C,
para separar el precipitado.

4. Ultrafiltracién con membrana

e Material
o Membranas de celulosa (Millipore, U.5.A.) tamaiio de poro 0.22 pum.
o Membranas de ultrafiitracion {Pall, E.U.) corte de 30 kDa.

e Técnica
o Primero se hizo pasar el aguamiel por la membrana de celulosa con
tamaiio de poro 0.22 um, para quitar microfibras del agave.
o Del filtrado anterior se tomaron 400 uL y se colocaron en una membrana
de corte 30 kbDa.
o Se centrifugd a una velocidad de 5000 r.p.m. por 25 min a una
temperatura de 4°C.
Terminado el centrifugado se midié el volumen que filtro la membrana, para saber
si ademds de eliminar la proteina hubo concentraciéon de la muestra.

w
-




	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Resumen
	3. Objetivos
	4. Antecedentes
	5. Metodología
	6. Resultados y Discusión
	7. Conclusiones
	8. Bibliografía
	9. Anexos



